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【序論】 
べん毛による運動は細菌や古細菌など原核生
物の広範に存在しており、細胞外に伸びた長い
らせん状繊維を回転させることで環境中を移動
するものである。バクテリアのべん毛は主に、
プロペラの役割を果たすフィラメント（らせん
状繊維）、回転力を生み出す基部体、回転を伝え
る自在継ぎ手となるフック、の 3 つの部位から
なる。基部体はフィラメントの根元に位置する
細胞膜に埋まった構造であり、膜内外に生じる
H
+ 
(または Na+)の電気化学ポテンシャル差を回
転エネルギーに変換している。バクテリアのべ
ん毛はおよそ 20種類のタンパク質がそれぞれの
部位を形成する超分子複合体である。細胞外に
伸びるらせん状繊維は、フラジェリンと呼ばれ
るタンパク質からなり一本あたり 2 ~ 30,000 個
のフラジェリンから構築されている。 
本研究では好熱性グラム陽性 Bacillus 属細菌
のフラジェリンにおいて 2 つの生物学的な特徴
（フラジェリンタンパク質の糖鎖修飾、および、
遺伝子内の介在配列（イントロン）の存在）を
見出し検討した。 
【好熱菌フラジェリンの糖鎖修飾】 
フラジェリンタンパク質における糖鎖修飾は、
近年、グラム陰性の病原性細菌を中心に研究が
なされており 1)、病原性の発現やべん毛運動に関
与することが報告されている。しかしながら、
その機能について言及されているものは少ない。
本研究では、2 種の好熱性グラム陽性 Bacillus 属
細菌のフラジェリン糖鎖修飾と、以下のことに
ついて検討を行った。（1）好熱性細菌における
フラジェリン糖鎖修飾のべん毛形成への影響。
（2）Bacillus sp. PS3 フラジェリンにおける糖鎖
修飾部位と枯草菌べん毛欠損株を補完すること
ができる遺伝子変異部位の関連性。 
フラジェリンの糖鎖修飾と運動性 
 
 
 
 
 
図 1 好熱菌フラジェリンの糖鎖染色。A：CBB 染色、B：
PAS 染色、レーン 1, Bacillus sp. PS3; 2, G. stearothermoph- 
ilus; 3, G. kaustophilus; 4, Bacillus sp. Kps3; 5, B. caldolyticus; 
6, B. caldotenax; 7, B. subtilis. レーン 1-6 は好熱菌。 
 
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 
(PAGE) を用いて本研究で検討を行った 7 種類
の細菌株のうち 2 種（Bacillus sp. PS3, Geobacillus 
stearothermophilus）でフラジェリン糖鎖修飾が確
認された（図 1B）。糖鎖の確認には糖鎖特異的
染色法（PAS 染色）を用いた。 
図 1 のレーン 7 に示すように B. subtilis（枯草
菌）はフラジェリン糖修飾能を持たない。そこ
で枯草菌フラジェリン欠損株（Bs∆hag）を用い
てこれらの遺伝子を発現させることで、その糖
鎖修飾の影響を検討できると考えた（図 2）。本
来糖鎖修飾を受けている好熱性 Bacillus 属由来
のフラジェリン遺伝子を用いた場合運動性の回
復は見られなかった（図 2 Bacillus sp. PS3 および
図 2 枯草菌べん毛欠損株補完体の運動性。図中の細菌
名は補完に用いたフラジェリン遺伝子の由来 
G. stearothermophilus）。さらに、それぞれの遺伝
子について転写、発現、糖修飾、べん毛繊維形
成について調べたところ、いずれのフラジェリ
ンもタンパク質合成は行われるが糖修飾はされ
ていなかった。また、運動性を示さなかった 2
種についてはべん毛繊維が形成されておらず、
フラジェリンが細胞内質に蓄積されていた。べ
ん毛の形成は基部体の下にある輸送装置によっ
て細胞質で合成されたタンパク質を外へ向けて
輸送して積み上げられていくので、この結果よ
りフラジェリン輸送が正常に行われていないと
考えられる。 
Bacillus sp. PS3 フラジェリンの糖鎖修飾部位と
Bs∆hag運動性補完可能な抑制変異 
好熱菌 Bacillus sp. PS3 フラジェリンの糖修飾
部位をタンパク質部分分解と N 末端アミノ酸配
列解析により検討した。その結果、糖修飾によ
るものと考えられる同定不能な残基が T207、
T209、S210 および S235 に認められた。これら
の残基が位置する領域はフラジェリンの中でも
アミノ酸配列の保存性が低いドメイン（D3）で
あった。また、Bs∆hag の補完実験において
Bacillus sp. PS3 フラジェリン遺伝子では運動性
の回復を示さなかったが、1～2 日の培養を軟寒
天培地上で続けることで様々な運動性を示すコ
ロニー（偽復帰体）が得られ、フラジェリン遺
伝子変異を生じていることが確認された。これ
らの変異部位とBacillus sp. PS3および他種のフ
ラジェリン糖鎖修飾部位を比較するとそれら
の位置に相関が見られた（図 3）。抑制変異およ
び糖鎖修飾が確認された領域はフラジェリンタ
ンパク質がべん毛繊維を形成した際に外側に露
出される部位であり、繊維の性質に関与すると
考えられる。また、この領域は繊維形成（重合）
に必要な N 及び C 末端とは異なりアミノ酸配列
の相同性がほとんど見られない。したがって、
糖鎖修飾されることからもフラジェリンの特性
を決定する領域であると考えられる。 
 今回の結果より、Bacillus sp. PS3 および G. 
stearothermophilus のフラジェリン糖鎖修飾がべ
ん毛繊維形成（フラジェリン輸送）に重要であ
ることを示唆し、糖鎖修飾無しでは細胞質内で
のフラジェリン同士の凝集を引き起こすと考え
られる。糖鎖は非常に親水性な分子であり、
Bacillus sp. PS3 の場合 SDS-PAGE 上でおよそ 10 
kDa もの分子量の増加が見られるほど付加され
ている。それらが失われることで極度な親水性
の低下を引き起こし、細胞内で凝集したのでは
ないだろうか。つまり抑制変異は Bacillus sp. PS3
フラジェリンにおける糖鎖の代替となり凝集を
抑えフラジェリンの細胞外への輸送を可能にし
たものと推測される。また、一残基置換以外に、
およそ 30残基の遺伝子内重複も見られたことか
ら、立体構造が大きく変わったことによってべ
ん毛形成を可能にしたことも考えられる。 
 
図 3 細菌由来フラジェリンタンパク質の配列比較(PS3, Bacillus sp. PS3; Lmo, Listeria monocytogenes; Pst, 
Pseudomonas syringae pv. tabaci; and Sty, Salmonella typhimurium)。灰色：糖修飾部位、黒：抑制変異部位（単
一アミノ酸置換）、両矢印：抑制変異領域（遺伝子内重複）、下線（実線）：予測 α へリックス、下線（点線）：予測
β シート。ドメイン（D0－D3）は Salmonella において解析されたものを表記してある。 
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図 5 in vitro スプライシング（RT-PCR）。レーン 1、ス
プライシング反応なし、レーン 2-10、スプライシング
反応を 20－100°C、10°C ずつ上げて 5 分間行った。 
【フラジェリンにおけるイントロン】 
あらゆる生物において遺伝情報は DNA→
RNA→タンパク質という形で変換されていく。
RNA へと転写された遺伝子はタンパク質をコ
ードするエキソンとイントロンと呼ばれるアミ
ノ酸配列には翻訳されない領域を含んでおり、
イントロンは最終的にスプライシング反応によ
って除去される。これまでイントロンは原核生
物には存在しないと考えられてきたが、近年、
細菌やバクテリオファージにも発見され生物界
に広く存在することがわかってきた 2,3)。また、
イントロンには種を超えて移動するものも存在
し生物の進化を探るツールとしても興味が持た
れている。これまで報告されているバクテリア
におけるイントロンはすべてグループ I または
グループ II に分類される自己切断型（タンパク
質因子の関与を必要としない）のリボザイム（触
媒活性がある RNA の総称）であり、本研究で
は好熱菌のフラジェリン遺伝子において初めて
自己切断型のグループ I イントロンを見出した。 
好熱菌由来フラジェリンイントロンの in vivo
及び in vitroスプライシング 
いくつかのグラム陽性好熱菌におけるフラ
ジェリン遺伝子の DNA 配列解析を行ったとこ
ろ、G. stearothermophilus および Bacillus sp. Kps3
の保存された 3’末端に介在配列が存在すること
がわかった。この配列はドメイン CD1 と CD0
コード領域の間に位置しており、この状態では
CD0 を失ったタンパク質となりべん毛繊維形
成が行われないと推測される。しかしながら、
これらの細菌においてべん毛は正常に形成され
ている。そこで、運動性を示すこれらの細菌か
ら Total RNA を調製し Reverse transcription 
(RT)-PCR を用いてフラジェリン遺伝子の転
写およびスプライシングを確認した（図 4）。同
じプライマーを用いて PCR を行ったにもかか
わらず、RNA 由来のものはゲノム DNA 由来に
比べておよそ 360 bp 短く、これは介在配列が
RNA 転写後にスプライシングによって除かれ
るイントロンであると考えられる。自己切断型 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
のイントロンは特徴的な RNA の二次構造によ
って分類されることが知られており、今回はグ
ループ I イントロンであることがわかった。ま
た、これらのイントロンが実際にリボザイム活
性を示すか in vitro で合成した RNA を用いたス
プライシング実験で確かめた（図 5）。スプライ
シング反応は温度上昇とともに促進されており、
70°C に最大活性を示したが、80°C 以降は高次
構造を保つことができないために活性は減少し
た。また、それぞれの温度におけるスプライシ
ング産物のシークエンス解析を行ったところ、
いずれも正しくエキソンが結合されていた。よ
って、これらの好熱菌の至適生育温度が
60-70°C であることも考慮すると、このイント
ロンは in vivo 及び in vitro で耐熱性かつ熱活性
化型のリボザイムと言える。また、スプライシ
ング反応が温度依存的であるかどうかを調べる
ために、G. stearothermophilus のイントロンにお
いて 30°C および 40°C での経時変化を観察した。
30°C、5 分では 20%程度だったスプライシング
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図 4 2 種類の好熱性フラジェリン遺伝子における介在
配列。A：フラジェリン遺伝子の模式図。灰色：高相同
領域、白色：非相同領域、矢印：PCR プライマー。B、 
フラジェリン遺伝子における RT-PCR。PCR テンプレー
トを以下に示す。レーン 1、4、ゲノム DNA；レーン 2、
5、Total RNA；レーン 3、6、Total RNA 由来逆転写産物。 
G. stearothermophilus Bacillus sp. Kps3 
が 3 時間の反応でおよそ 60%まで上昇した。し
かしながら、それ以上の進行は見られなかった。
一方 40°C では時間をかけることでほとんどが
スプライシングされることがわかった。これら
のことより、効率的なスプライシングには少な
くとも 40°C 以上の温度が必要である。しかし、
べん毛形成においては多量のフラジェリン発現
が必要であり、生体内における迅速なスプライ
シングにより完全なフラジェリン遺伝子をコー
ドする RNA を多量に生成することが重要であ
る。そのためにはより高い温度が必要となるが、
これらの細菌の至適生育温度は最適なスプライ
シングを行うことができると考えられる。 
近縁種におけるフラジェリンイントロン 
 DNA 配列を基にしたデータベース検索によ
り他の細菌におけるフラジェリンイントロン、
もしくは同様の配列の有無を調べた。その結果、
新たに 5 種の細菌のフラジェリン遺伝子におい
て非常に高い相同性を示す配列の存在が明らか
になった（真核生物や菌類、または、フラジェ
リン以外の遺伝子に相同配列は存在しなかっ
た）。さらに、その挿入部位は 2 箇所存在し、前
述の 2 種と同様のドメイン CD1 と CD0 コード
領域の間（hag-a）及び、さらに下流 66 bp に位
置しており、CD0 コード領域（hag-b）を分断す
る。いずれの場合もこのままでは機能的なフラ
ジェリンを発現することはできないと考えられ
る（図 6）。これらの菌は Firmicutes 門に属する
3 つのファミリーに分類されるグラム陽性の好
熱性細菌であり 50-70°C を至適環境としている。
また、フラジェリングループ I イントロンに良
く似た配列と共にフラジェリン遺伝子の 3’末端
の一部をフラジェリン遺伝子のすぐ下流に持つ
細菌も確認された（図 6）。今回の結果ではイン
トロンの存在意義の解明には至らず、必要のな
い因子のように見える。しかしながら、現在の
細菌の中においては失われてしまったが、祖先
の細菌においてはイントロンが生存や環境適応
などにおいて何らかの優位性を与えるようなも
のであったのかもしれない。 
【結論】 
好熱性グラム陽性細菌でフラジェリンタン
パク質の糖鎖修飾を見出し、それがこれらの細
菌でのべん毛繊維形成に関与していた。また、
フラジェリンの D3 ドメインにおける変異は糖
鎖の代替となり修飾なしにべん毛形成を行うこ
とができた。 
 細菌のフラジェリン遺伝子において初めて自
己切断型のグループ I イントロンを見出し、そ
れは機能的なスプライシングによって完全なフ
ラジェリン遺伝子をコードしていた。 
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図 6 フラジェリン遺伝子の模式図におけるグループ I
イントロン挿入部位の比較。灰色背景：相同性の高い
フラジェリン領域、▼：hag-a イントロン、▽：hag-b
イントロン、▼：イントロン様配列。Geobacillus 
stearothermophilus (Gst), Geobacillus thermodenitrificans 
(Gtn), Bacillus sp. Kps3 (Kps3), Anoxybacillus flavithermus 
(Afl), Exiguobacterium sibiricumzi (Esi), Geobacillus 
kaustophilus (Gka), Thermoanaerobacter pseudethanolicus 
(Tpd) Thermoanaerobacter sp. X514 (X514), Pelotomacu- 
lum thermopropionicum (Pth). 
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